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英文缩略词 
英文缩写 英文全名 中文名称 
NR nuclear receptor 核受体 
AR androgen receptor 雄激素受体 
PR progesterone receptor 孕激素受体 
GR glucocorticoid receptor 糖皮质激素受体 
MR mineralocorticoid receptor 盐皮质激素受体 
RXR retinoid X receptor 视黄素 X 受体 
RAR retinoic acid receptor 视黄酸受体 
TR thyroid hormone receptor 甲状腺激素受体 
VDR vitamin D receptor 维他命 D3 受体 
PPAR Peroxisome proliferator-activated receptor 过氧化物酶激活受体 
DBD DNA-binding domain DNA 结合结构域 
LBD ligand-binding domain 配体结合区 
AF  Activation function, 转录激活功能域 
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium Dulbecco’s 的改良 Eagle’s 培养基 
ATRA All-trans-retinoic acid  全反式视黄酸 
9-cis-RA  9-cis retinoic acid 9-顺视黄酸 
TNFα Tumor necrosis factor-α 肿瘤坏死因子 
Cyt c Cytochrome c 细胞色素 c 
IGFBP - 3 Insulin-like Growth Factor Binding Protein - 3 类胰岛素生长因子结合蛋白 - 3 
NF-κB nuclear factor-kappa B  
IκB inhibitory protein of NF-κB  
BH Bcl - 2 homology domain Bcl - 2 同源结构域 
EGFR Epithelial Growth Factor Receptor 表皮生长因子受体 
PTK Protein Tyrosine Kinase 蛋白质酪氨酸激酶 
JNK c-Jun Amino-Terminal Kinase c - jun 氨基末端激酶 
TNFR Tumor Necrosis Factor Receptor 肿瘤坏死因子受体 
TRAP - 1 Tumor Necrosis Factor Receptor-Associated 
Protein 1 
肿瘤坏死因子受体相关蛋白 1 
Hsp75 Heat Shock Protein 75 热激蛋白 75 
LMB Leptomycin B 普霉素 A 
PKA Protein Kinase A 蛋白激酶 A 
PKC Protein Kinase C 蛋白激酶 C 
MAPK Mitogen - Activated Protein Kinase 促分裂原活化蛋白激酶 
HBx Hepatitis B Virus X Protein 乙型肝炎 X 蛋白 
VEGF Vascular Endothelial Growth Factor 血管内皮生长因子 
EBNA2 Epstein - Barr Virus (EBV) Nuclear Antigen 2 爱泼斯坦-巴尔病毒细胞核抗原 
EGF Epidermal Growth Factor 表皮生长因子 
IKK IκB kinase  
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ERK2 Mitogen-activated protein kinase 2 细胞外信号调节激酶 2 
PARP poly ADP-ribose polymerase 聚腺苷酸二磷酸核糖转移酶 
CAT Chloramphenicol Acetyltransferase  
GSK3β Glycogen Synthase Kinase 3β 糖原合成酶激酶 - 3β 
CDK Cyclin-dependent kinase 周期蛋白依赖性激酶 
mTOR Mammalian Target of Rapamycin 雷帕霉素靶蛋白 
NSAID Non - Steroidalanti - Inflammatorydrugs 非类固醇类消炎止痛药 
COXs Cyclooxygenases 环氧化酶 
PGE2 Prostaglandin E2 前列腺素 E2 
PIP2 phosphatidylinositol 4 , 5 biphosphate  
PIP phosp hatidylinositol 4 phosphate  
PBS Phosphate-buffered saline 磷酸盐缓冲液 
PCR Polymerase Chain Reaction 聚合酶链式反应 
CP cyclophosphamide 环磷酰胺 
NES nuclear export signal 出核信号 
NLS nuclear localization sequence 核定位序列 
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摘 要 
 
核受体是真核细胞生物体内非常重要的一类蛋白质，介导着多种生物学功能。这里，
我们主要研究两种核受体 Nur77 和 RXR 在细胞凋亡中的作用机制及其调控。 
第一章主要研究孤儿受体 Nur77。孤儿受体 Nur77 是核受体超家族中一个能有效诱
导癌细胞凋亡的成员。我们实验室新近在国际上率先发现 Nur77 的促凋亡作用是通过出
核后定位于线粒体，并与 Bcl - 2 相互作用来进行的。我们和其它实验室的结果证明，
多种抗癌药物可以通过 Nur77 - Bcl - 2 这条细胞凋亡通路来达到其杀伤癌细胞的功效，
揭示了开发抗癌药物的新的作用靶点。本论文侧重于发现作用于 Nur77 - Bcl - 2 通路的
天然化合物并对其结构优化。紫草素衍生物为萘醌类化合物是药用植物紫草的活性成
分，已有报道表明，这些化合物具有诱导癌细胞凋亡的多种生物作用，但其机制尚不清
楚。在本文中，我们阐述了乙酰紫草素（SK03）在肺癌细胞中可以诱导 Nur77 的表达
及其线粒体定位。对 SK03 的作用基团进行修饰得到一个新的化合物 5 , 8 - 二乙酰氧基 
- 6 -（1’- 乙酰氧基 - 4 ’- 甲基 – 3 ’- 戊烯基）- 1,4 - 萘醌（SK07），对于 Nur77 出核
转运、线粒体定位以及诱导癌细胞凋亡有更强的作用。已知的 Nur77 的激活因子都是通
过对其 mRNA 表达水平的诱导。 然而我们的研究发现 SK07 对于 Nur77 表达的诱导是
通过对 Nur77 蛋白的修饰来增强 Nur77 蛋白的稳定性。在 Nur77 敲除细胞株中，SK07
对于细胞的促凋亡作用大大减弱。用普霉素 A（Leptomycin B, LMB）和 SK07 共同处
理细胞，可以抑制 SK07 介导的 Nur77 的出核转运并抑制细胞凋亡。更深入的研究表明，
当细胞过表达Nur77的羧基端时可以诱导细胞凋亡，而Nur77的氨基端没有促凋亡效应。
我们的研究还发现 SK07 介导的 Nur77 的线粒体定位同 Bcl - 2 构像的改变以及 Bax 的
激活有关，Bcl - 2 的构像改变后可能激活 Bax 以发挥其诱导细胞凋亡的作用。综上所述，
我们的研究表明，紫草素的衍生物是调控 Nur77- Bcl - 2 凋亡通路的因子，其优化的衍
生物 SK07 将有很好的开发前景。 
第二章主要研究另一个核受体蛋白：RXR。RXR 是核受体超家族的一个重要成员，在
包括肿瘤发生等生理、病理过程中发挥着重要的功能。最近的研究发现仅存在于肿瘤细
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胞和癌组织中的 RXRα 的切割蛋白（tRXRα）定位于细胞质中，对肿瘤发生起着重要作
用。我们的研究发现，肿瘤细胞特异 tRXRα 与 PI3K 的调节亚基 p85α 相互作用，而全
长的 RXRα 不具有这一功能。肿瘤坏死因子（TNFα）可以增强这种相互作用，诱导下
游 Akt 的活性。接着我们试图以抑制这一信号通路为靶点，寻找新的抗肿瘤药物。首先，
我们发现舒林酸，一种非类固醇类消炎止痛药（NSAIDS），可以通过抑制 tRXRα同 p85α
的相互作用抑制肿瘤细胞中 Akt 的激活，从而发挥诱导肿瘤细胞凋亡的功能。之后，我
们设计并合成了舒林酸的一系列衍生物，深入研究发现其中一个衍生物 K - 80003 具有
更强的 RXRα亲合性，且不具有 COX - 2 的抑制作用，并且抑制肿瘤细胞中 Akt 的能力
更强，从而有可能开发成为一种新的抗肿瘤药物。综上所述，我们发现了肿瘤细胞中的
一条新的信号转导通路，并以寻找这条通路的抑制剂为靶点，寻找新的抗肿瘤药物。 
 
关键词：孤儿受体 Nur77；Bcl - 2；Bax； 紫草素衍生物；癌细胞凋亡；tRXRα；肿瘤
坏死因子（TNFα）；Akt；p85；抗肿瘤药物 
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Abstract 
 
Nuclear receptors is a very important class of proteins in eukaryotic cells, mediate a 
variety of biological functions. Here, we study the apoptotic mechanism and regulation of 
two nuclear receptors Nur77 and RXR . 
First chapter is focus on the orphan receptor: Nur77. Nur77 is the most potent apoptotic 
member of the nuclear receptor superfamily. Our laboratory previously discovered that the 
apoptotic effect of Nur77 is mediated through its migration from the nucleus to the cytoplasm 
where it targets mitochondria through interaction with Bcl - 2. Nur77 interaction with Bcl - 2 
results in conversion of Bcl - 2 from an anti-apoptotic to a pro-apoptotic molecule. Several 
cancer therapeutic agents have been shown to act on the Nur77 - Bcl - 2 apoptotic pathway, 
suggesting that the pathway is an excellent target for developing new anti-cancer drugs. This 
study focuses on identification and characterization of natural products for their modulation 
of the Nur77 - Bcl - 2 pathway. Shikonin derivatives，the active components of the medicinal 
plant Lithospermum erythrorhizon, exhibit many biological effects including apoptosis 
induction through undefined mechanisms. Here, we showed that certain shikonin derivatives 
could modulate the Nur77 / Bcl - 2 apoptotic pathway by increasing levels of Nur77 protein 
and promoting its mitochondrial targeting in cancer cells. Structural modification of 
acetylshikonin resulted in the identification of a derivative 5, 8 - diacetoxyl - 6 -（1’- acetoxyl 
- 4 ’- methyl - 3, - pentenyl）- 1,4 - naphthaquinones （SK07） that exhibited improved 
efficacy and specific in activating the pathway. Unlike other Nur77 modulators，shikonins 
increased the levels of Nur77 protein through their posttranscriptional regulation. The 
apoptotic effect of SK07 was impaired in Nur77 knockout cells and suppressed by 
cotreatment with leptomycin B that inhibited Nur77 cytoplasmic localization. Furthermore，
SK07 induced apoptosis in cells expressing the COOH - terminal half of Nur77 protein but 
not its NH2 - terminal region. Our data also showed that SK07-induced apoptosis was 
associated with a Bcl - 2 conformational change and Bax activation. Together，our results 
show that certain shikonin derivatives act as modulators of the Nur77 - mediated apoptotic 
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pathway and identify a new shikonin - based lead that targets Nur77 for apoptosis induction. 
Second chapter is focus on the nuclear receptor of RXR. Retinoid X receptor α （RXRα）, a 
member of the nuclear receptor superfamily, plays a role in many biological processes 
including carcinogenesis. Recent studies show that proteolytic cleavage of RXRα（tRXRα） 
protein is primarily responsible for its diminished levels in tumor cells. tRXRα occurs in 
cancer cells and tumor tissues, representing an important mechanism controlling the function 
and activities of RXRα. Here, we provide evidence that the p85α regulatory subunit of PI3K 
interact with tRXRα that was produced in tumor tissues but not the corresponding normal 
tissues from cancer patients. Tumor necrosis factor-α （TNFα） promoted tRXRα interaction 
with the p85α, activating PI3K / Akt signaling.In this study, we searched and studied new 
anti-cancer drug candidates targeting this signaling pathway. First, we found Sulindac, a 
non-steroidal anti-inflammatory drugs （NSAIDs）, could inhibit the interaction between 
tRXRα and p85,then inhibited the activation of Akt, induced apoptosis of cancer cells. 
Moreover, we were able to design and synthesize Sulindac analogs that dissociate RXRα - 
binding from COX inhibition. Our evaluation of the analogs identified a Sulindac - derived 
RXRα - selective ligand （K-80003） that displayed improved RXRα - binding affinity, 
diminished COX inhibitory effects, and enhanced inhibition of RXRα - dependent Akt 
activation and clonogenic survival of cancer cells. Together, our results show a new signaling 
pathway in cancer cells, and identify a new RXR - based analog with potent anti-cancer 
activities. 
Key words: Orphan receptor Nur77；Bcl-2； Bax； Shikonin analogues；Apoptosis；tRXRα；
Tumor necrosis factor-α （TNFα）；Akt；p85；Anti-cancer drugs 
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第一章 乙酰紫草素及其衍生物调节 Nur77 介导的凋亡途径 
 
第一节 前  言 
1、核受体概述 
核受体（Nuclear Receptors, NRs）超家族是真核细胞生物体内分布最广泛的一大类
功能蛋白，由 48 个基因编码的 200 多个蛋白质组成[1]。核受体在机体内分布广泛，对
生长发育、新陈代谢、细胞分化及各种病理生理过程均有重要的调节作用，其功能障碍
将导致肿瘤、心血管病、免疫和感染性疾病、生殖疾病、糖尿病和老年痴呆等一系列疾
病[2]。 
核受体具有相似的分子结构[2-4]，它们都有以下几个功能结构域（图 1）：可变的氨
基端（N - 端）结构域（A / B）；DNA 结合结构域（DNA - binding domain, DBD）或称
为 C 区域；可变的绞链区 D 区域，用于连接 DBD 和末端的保守区域 E / F 区域；E / F
区域包含配体结合结构域（Ligand-binding domain, LBD）。 
 
图１ 核受体结构示意图 
Fig. 1 The structure of Nuclear Receptors 
 
1. 核受体根据其天然配体的不同分为三大类：1） 类固醇激素受体：如糖皮质激素
（Glucocorticoid Receptor, GR）、盐皮质激素（Mineralocorticoid Receptor, MR）、雌激
素（Estrogen Receptor, ER）、孕激素（Progestogen Receptors, PR）及雄激素的受体
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（Androgen Receptor, AR）等；2）非类固醇激素受体：如甲状腺激素受体（Thyroidhormone 
Receptors, TR）、维甲酸受体（Retinoic Acid Receptor, RAR、Retinoid X Receptor, RXR）
和维生素D3的受体（Vitamin D3 Receptor, VDR）等；3）孤儿受体：未发现天然配体的
受体，如Nur77、COUP - TF等[1,2]。本文就是针对核受体超家族中一个重要成员Nur77
独特的生物学功能和作用机制进行的药物开发研究。 
 
2、 孤儿受体 Nur77 
2.1 孤儿受体 Nur77 的分子结构 
Nur77（也称 TR3，NGFI - B 和 NAK1）是由立早基因 NR4A1 编码的孤儿受体[5,6] 。
是 1987 年 Lau 等人用血清及生长因子处理静止期小鼠纤维母细胞，研究 G0 / G1 期转
换蛋白表达差异时发现的[7]。至今发现的人类 Nur77 亚家族有 3 个成员：Nur77，Nurr1
（也称为 NOT，RNR1，TINOR 或 TINUR）[8,9]和 Nor1（也称为 MINOR 或 TEC）[10-12]。
Nur77 家族成员的结构都具有核受体的典型特征：N 端的转录激活区 AF1，高度保守的
DNA 结合区（DBD），C 端配体结合区（LBD） [13]。 
 
2.2   孤儿受体 Nur77 的生物学功能 
2.2.1  Nur77 促生长功能 
Nur77 最初是以一种能够被血清及生长因子诱导而快速表达的立刻早期基因的形
式被发现，它是一种促生长因子，可以介导包括蛋白激酶 A（Protein Kinase A, PKA）、
蛋白激酶 C（Protein Kinase C, PKC）、促分裂原活化蛋白激酶（Mitogen - Activated Protein 
Kinase, MAPK）和核转录因子 κb（Nuclear Transcription Factor κB, NF - κB）在内的多
种促生长信号通路[5,6,14,15]。Nur77 在包括肺癌、前列腺癌、肠癌等多种癌细胞中均过量
表达[16 - 19]。前列腺中，癌组织 Nur77 表达量明显高于癌旁组织，说明 Nur77 可以介导
肿瘤细胞的生长。在肺癌细胞中，异常表达的 Nur77 促进细胞周期和细胞增殖[19]。Nur77
的促生长作用需要与 DNA 的相互作用以及 Nur77 的转录激活作用。最近的研究发现在
未转化的 HeLaHF 细胞中 Nur77 亚蛋白家族蛋白的表达量明显低于 HeLa 细胞[20]。抑制
Nur77 的表达可以抑制许多不同来源的肿瘤细胞的转化。乙型肝炎 X 蛋白（Hepatitis B 
Virus X Protein, HBx）也可以诱导 Nur77 表达，说明 Nur77 在病毒引起的肿瘤发生中发
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挥作用[21]。 
Nur77 可通过阻碍视黄酸的生长抑制作用发挥促进肿瘤细胞生长的作用[22,23]。在肺
癌细胞中，过量表达的 Nur77 同视黄酸的耐受相关。这种耐受作用可能是通过与视黄醇
X 受体（RXR）和∕或孤儿受体 COUP - TF[24]的直接相互作用，阻碍其信号传导通路实
现的。血管内皮生长因子（Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF）可以通过内皮细
胞中 Ca2+ 离子、蛋白激酶 C 和钙调神经磷酸通路诱导 Nur77 的表达，说明 Nur77 是
VEGF 介导的内皮功能的主要作用因子[25]。在巨噬细胞中，Nur77 能够被脂多糖、细胞
因子、氧化脂类等炎症刺激物，通过 NF - κB 信号通路诱导，所以 Nur77 能够应答于炎
症反应中巨噬细胞基因表达的调控[26]。Nur77 在巨噬细胞中的表达诱导炎症、凋亡以及
细胞周期调控基因的表达，特别是能够诱导 NF - κB 信号通路中重要组成蛋白 I　B 激
酶（IκB kinases, IKKs）的表达[27]。凋亡拮抗过程中 Nur77 也过量表达。在成熟的 A20 B
细胞中，Nur77 的过量表达通过抑制 p53、Bax；诱导 p27kip1 抑制神经酰胺介导的细胞
凋亡[28]。在小鼠胚胎成纤维细胞中，Nur77 在细胞核中的异常表达能够抑制肿瘤坏死因
子（Ttumor Necrosis Factor, TNF）诱导的细胞凋亡[29]。 
 
2.2.2  Nur77 的促凋亡功能 
Nur77 的死亡作用最早于 1994 年发现，T 细胞受体信号能够诱导 Nur77 表达，在 T
细胞受体所介导的细胞凋亡过程中 Nur77 的表达增加[30,31]。在胸腺细胞中负显性 Nur77
可以显著抑制 T 细胞受体所诱导的细胞凋亡；Nur77 转基因小鼠胸腺细胞表现高的凋亡
率。在研究类维甲酸化合物 AHPN（也叫 CD437）时，我们发现了 Nur77 在肿瘤细胞
凋亡中的作用[32]。在人卵巢癌 CA - OVOC3 细胞中，AHPN 通过激活 MEK，p38MAP
激酶以及 MEF2 信号通路诱导 Nur77 的表达，发挥杀死肿瘤细胞的作用，这一肿瘤细胞
死亡作用不依赖于维甲酸受体信号通路 [33]。Nur77 的反义 RNA 可以抑制 AHPN 的凋亡
效应[32]，说明 Nur77 的诱导表达介导 AHPN 的凋亡作用。此外，多种肿瘤病人的肿瘤
取样研究表明， Nur77 表达下调与实体瘤（包括肺癌、胸腺癌、前列腺癌）的转移有
关[33]。 
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